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本研究用含有目的基因 U b-T 1 融合基因的基因整合系统供
体质粒 pUTK 转化单细胞聚球藻 Synechococcus sp.PCC7942 通过
卡那霉素筛选 得到了具有卡那霉素抗性的转化藻株 经 Southern 
杂交证明供体质粒中的目的基因已定位整合于受体藻 cpc2 基因
区 转化藻经红光诱导后 通过 Western 杂交检测 证实目的蛋
白确实已有效表达 表达量达 4.8%  
本实验还根据透射电镜 SDS-PAGE 流式细胞仪和吸收光谱
等方法的测定结果 发现基因整合对受体蓝藻藻蓝蛋白的影响

































一  蓝藻的遗传背景 
蓝藻 cynophyta 又称蓝绿藻 blue green algae 或蓝细
菌 cyanobacterium 是一类特殊的微生物 它具有原核生物和
真核生物的一些特征 缺细胞核 叶绿体 线粒体等双膜结构的
细胞器 染色体 DNA 裸露 细胞壁结构为 G
-- 藻体内含叶绿素 a
缺叶绿素 b 和藻胆色素 光合系统类似于真核藻类和高等植物
具光合系统 I(PSII)和光合系统 II(PSII) 能进行光解水放氧的
高等植物类型的光合作用[1 2]  
蓝藻在地球上出现已有二十多亿年 有两千多种蓝藻广泛分
布在地球各个角落 从两极到赤道 从高山到海洋 从干旱的沙
漠到高温泉水 到处都有它们的踪迹 蓝藻不仅能光合放氧 是
地球上早期大气氧的主要提供者 而且上百种蓝藻具自身固氮能
力 有些蓝藻具放氢能力 可供开发清洁的能源 有些蓝藻富含
蛋白质 是天然食物和饲料的蛋白质来源 有些蓝藻能净化污水
可用来治理水体污染 由于蓝藻在细胞结构 代谢 遗传和进化
等方面表现出独特的性质 多年来被广泛应用于研究光合作用





组为原核型 除了裸露的染色体 DNA 外 不含叶绿体和线粒体 DNA
遗传背景简单 便于基因分析和检测外源 DNA 2 细胞壁主要由
肽聚糖组成 不象高等植物那样主要由纤维素组成的坚硬细胞壁
便于外源 DNA 的转化 3 营光合自氧生长 培养条件简单 成
本低廉 只需光 CO2 无机盐和适当的温度就能满足生长需要
并且适于连续 静止等多种方式的培养 便于工业化生产 4
细胞体积大 能耐高浓度的单一蛋白质 内源蛋白质更新速度慢
















提供了可能 由于蓝藻具有遗传操作诸多便利条件 进入 90 年代
后蓝藻基因工程不断蓬勃发展 成为藻类基因工程中极具生命力
的一个领域[3 4]  
蓝藻作为表达外源基因的受体已取得了不少研究成果




Fukuda 等 1994 在 Synechococcus sp.PCC7942 中表
达了乙烯合成酶基因 [6] Takeshima(1994)在 Synechococcus 
sp.PCC7942 中表达了人过氧化物歧化酶基因 h-sod 产物占总
蛋白量的 3% 并且有良好的生物学活性[7] 孙军等 1994 在
Anabaena  sp.PCC7120 中表达了小鼠的金属硫蛋白基因 mt-1
[8] 罗娜 2000 等在聚球藻 Synechococcus sp.PCC7002 中表达
了人尿激酶基因[9] 周杰等人利用基因整合平台系统将人肝金属硫
蛋白 MT 突变体 基因整合到 Synexhocytis sp.PCC6803 的染
色体上 并在蓝藻中得以表达[10] 闫艳春等人同样将抗性尖音库
蚊脂酶B1基因与质粒表达载体Pdc-8重组 在蓝藻 Synechococcus 
sp.PCC7942 中表达有活性的这种脂酶[11] Price 等人通过穿梭表
达载体 pCA 在蓝藻 Synechococcus sp.PCC7942 中表达了人的碳酸
酐酶基因 对蓝藻细胞的光合作用产生了一定的影响[12] .本实验
室楼士林 章军等 2001 利用穿梭载体在单胞藻 Synechococcus 
sp.PCC7942 中表达胸腺素 a1[13]  
三  蓝藻基因工程载体系统 
用于蓝藻基因工程的载体有两类 即穿梭质粒载体系统和基
因整合平台系统 穿梭质粒是指能即能在细菌又能在蓝藻中复制


























Synechococcus sp.PCC7942 染色体上 metF 基因中得到的衍生藻株
[17]
该外源片段含有一个启动子失活的 bla 基因 表达氨苄青霉
素抗性 一个完整的 neo 基因以及 pBR322 的 vori V R2-PIM9
染色体上的这个外源片段进一步作为基因整合平台 pPM98 作为供
体质粒 含有 Calothrix sp.PCC7601 的 apcE 基因 完整的 bla
基因和 oriV PPM98 进入 R2-PIM9 细胞并与其染色体 DNA 发生同
源双交换 Calothrix sp.PCC7601apcE 基因取代 neo 而得到新的
转基因藻株 Synechococcus sp.PCC 7942PIM9-S1 基因整合过程
见图 1  
图 1 apcE 基因整合示意图 
Williams(1988) 用 高 等 植 物 的 psbA 取 代 了
Synechocystis.sp.PCC6803 的 psbA 基因[18] Larre(1989)以随机
的 Synechocystis.sp.PCC6803 染色体片段与外源 cat 基因重组
转化 Synechococcus sp.PCC6803 细胞 发现在有些克隆子中 cat
基因稳定地整合在染色体上并能有效表达[19] van der Plas 1990
以定位在 Synechococcus sp.PCC7942 染色体上的亚甲四氢叶酸还
原酶基因 metF 为靶位构建基因整合平台 把质粒蓝素基因
petE1 和铁氧还蛋白基因(petF)转移到 Synechococcus 
sp.PCC7942 染色体的 met 靶位上[20] Merida 1992 把 Aabaena 
sp.PCC7002 的 glnA 基因插入到 Synechocystis.sp.PCC6803 的
glnA 基因中 并取代该基因发挥功能 [21] Capuno 1993 把
Calothrix sp.PCC7601 的 apc 基 因 插 入 到 Synechococcus 
sp.PCC7942 的染色体上[22] Zhang J 等 1998 将卡那霉素抗性
基因 Kmr 插入到 Synechococcus sp.PCC7942 的铁缺乏诱导基因
的 isiAB 靶位上[23]  




















蛋白含二条多肽链 和 每条多肽链分子量大约为 17 18kD
每条多肽链含一个或多个共价连结的发色团 藻胆体的结构研究
比较多 一般认为蓝藻的藻胆体 PBS 结构相似 在深入研究的
基础上 Glazer 提出了 Synechocystis sp.PCC7601 藻胆体的结构
示意图[25],图 2 所示 Glazer 1986  
图 2 Calothrix sp.PCC7601 PBS 结构示意图 引自 Glazer 1986  
在三个柱状的 Core 外周有六个 Rod Rod 是由 4 个藻胆蛋白六聚体 
的碟状结构(disc)构成 Disc 和 Disc 之间由特异的连接多肽连接  
一般来说 藻胆蛋白的 亚基与 亚基形成稳定的单体(
),再由单体聚合为多聚体( ) 从蓝藻和红藻中分离的藻
胆蛋白是三聚体( )3或六聚体( )6 藻胆蛋白在溶液中的状
态往往与藻胆蛋白的种类 浓度 溶液的 pH 和离子强度等因素有
关 例如 C藻蓝蛋白在接近其等电点(pI 5 5.5)时 以六聚体(
) 为主要的存在形式,而在 pH6.8 时,则以三聚体为主 在 pH 为
5.4,离子强度为 0.2,蛋白质浓度为 0.6mg/ml 时,存在有六聚体与
单体间的平衡( ) ≒6( ) 在 pH 为 6.8,则存在着三聚体与
单体间平衡( )  ≒3( ) 而当白质浓度很高时,即使是
pH6.8 仍以六聚体与单体间的平衡占优势 而对于 R藻红藻白和
B 藻红蛋白来说,在一个很宽的 pH 范围内均是以很稳定的六聚体
























整的细胞中 它们是大分子结构的一部分 一旦细胞被破坏 这
些大分子即解体[26][27]  
本实验所用于转化的质粒中 cpc2 启动子来源于丝状蓝藻
Calothrix sp PCC7601 蓝藻藻蓝蛋白的第二种操纵子的启动子
(cyanophyte phycocyanin 2 Calothrix sp. PCC7601 的藻胆体
相关的基因大多数已被克隆 见表-1  
表 1 Calothrix sp. PCC7601 的藻胆体相关的基因 
 






AP1 AP2 AP1 Lc
7.8 AP3 LCM
9.2 19.5 
基因 cpcA1 cpcA2 cpcA3 cpcB1 cpcB2 cpcB3 cpcD 
蛋白
质 
pc1 pc2 pc3 pc1 pc2 pc3 LR
PC2.8 




























PE35 ? ? ? 














操纵子中 这些基因共转录出多种断裂产物 多数情况下 这些
产物的 5`端相同而 3`端不同 短的往往只编码藻胆蛋白 和 亚
基 相对含量也较高 在已知的藻胆蛋白基因中 apc 的亚基为
前 后 cpc 和 cpe 的则相反 这种方式在蓝藻中是保守的 有一
些基因的产物可能是同功的 例如 pc1和 pc2和 pc3 这意味着 PBS
可以通过结构微调以适应入射光波长和强度的变化[28][29]  
Calothrix sp.PCC7601 PBS基因中含有三种cpc操纵子 图3  
图 3 Calothrix sp.PCC7601 PBS 基因中的 cpc 操纵子 
其中受红光诱导的藻蓝蛋白 cpc2 操纵子在别藻蓝蛋白 apc 操
纵子下游约 5kb 处 包括五个基因 cpcB2 A2 H I 和 D 转
录出 1.6kbmRNA 和 3.8kbmRNA 翻译出亚基 pc1和 pc2以及与 PC
相关的连接多肽[30][31]  
Calothrix sp.PCC7601 PBS 中不受光调控的 cpc1 操纵子在
cpc2 操纵子下游约 3.5kb 处 同 cpc2 以同一方向转录 CpcB1
A1 和 E 三个基因属同一操纵子 cpcB1A1 编码亚基 pc1和 pc 而
cpcE 产物与 pc色基有关 对 Calothrix sp.PCC7601 的 cpcF 突变
体的研究表明 cpcF 基因产物参与藻胆蛋白合成的某些调节过程
被认为是 cpc3 和 cpe 转录的正调控因子[32][33][34]  
Calothrix sp.PCC7601 的 cpc3 的操纵子在缺硫的情况下开始
转录 cpcB3A3 的产物 pc3和 pc3 的功能尚未明确 推测与 pc1和
pc2相似 是 PC 的同功蛋白 cpcL 和 cpcM 位于 cpcB3A3 下游
其编码的多肽与 cpc2 编码的连接多肽以及 Synechococcus 













55%的同源性 因此被认为是 pc3和 pc3相应的连接多肽[35][36]  
在蓝藻中 cpc 操纵子一般优先表达 且具有极强的启动子
它转录的 mRNA 及其翻译的相应蛋白产物多而且很稳定 序列分析
的结果表明 cpc 启动子与大肠杆菌的启动子明显不同 多数 5
端没有类似大肠杆菌的-35 保守序列和-10 保守序列 但对多数藻
株的研究表明 藻胆蛋白基因编码区上游确实有保守性高的序列
被认为与转录启动子相关 对 cpc2 操纵子的启动区已经研究清楚
-76 -36 区是启动子 -162 -122 和-37 +25 区是调控序列 前
者可以调节 cpc2 表达强弱 后者是光诱导蛋白的结合位点
[37] 蓝
藻 Calothrix sp. PCC7601 在红光(RL)和绿光(GL)下生长时,其细
胞藻胆体中藻胆蛋白顺序和含量会发生变化,这种现象称为发光






下极少表达,而不受光调控的 cpc1 操纵子位于 cpc2 操纵子下游约
3.5kb 处,是看家基因 相对而言 cpc2 操纵子在常规培养时并非
生长必需 故作者选择 cpc2 操纵子片段作为整合靶位 即使位点
重组而被破坏也不影响蓝藻的正常生长  
五 目的基因-- -胸腺素 á 1  
胸腺素 á1(Thymosin á1)是 70 年代发现的胸腺提取物 胸腺素
组分 5(Thymosin Fraetion 5,TF5)的一种成分,约占 TF5 的 0.6
1% 为一个含 28 个氨基酸残基的酸性小肽 分子量 3,108D,等电
点 4.2 具有与 TF5 相似的生物活性,对热稳定,在适宜的条件下能
形成三聚体 纯化相对容易 检测简单准确 人胎儿血中 Tá1的含
量在 2 4mg/ml 出生后随年龄的增长而下降 应用特异抗体建立
的放免法测定人 牛 羊 大鼠 小鼠及豚鼠的 Tá1 发现其有免
疫交叉反应 现已清楚 不同种属的 Tá1氨基酸序列都是相同的
[38]
















图 4 胸腺素 á1的氨基酸序列 





胞转化功能和 NK 细胞的杀伤活性 是血清可溶性白细胞 2 受体
(sIL-2R)显著降低[39] 张符光的研究表明 Tá1可提高小鼠抗辐射
损伤 抗条件致病菌感染的效应 在临床上 Tá1广泛应用于治疗原
发性胸腺发育缺陷 过敏反应 自身免疫疾病 如系统性红斑狼
疮 慢性乙肝 丙肝等多种疾病 与 PEG 修饰的 IL-2 并用可治疗
爱滋病 还可以作为治疗癌症的辅助药物 并可抗老防衰 副作
用小 疗效显著  
随着国内接受胸腺素 á1 治疗的病人越来越多 在传统注射剂
的基础上 开发方便患者 减少治疗痛苦的口服剂型的研究日益
受到重视 早在 1983 年 Werk 就用豚鼠作了胸腺提取物吸收实验
证明口服胸腺提取物后 可以通过小肠壁 并以整个分子的形式
被吸收 然后通过血液运送到不同的器官和组织中去[40] 国外不
仅有胸腺提取物的注射剂 还有口服剂 如胶囊剂 片剂等 德
国 用 胸 腺 提 取 物 生 产 的 历 史 较 长 主要产品有 zell 
medinthymus200 和 thymusmulli 每片相当于 1g 新鲜胸腺
在 80 年代初就广泛应用于临床 并取得了良好的效果[41] 我国学
者也开展了胸腺素口服剂型的研究 何树庄等(1994)比较了胸腺
肽片剂和注射剂的免疫作用 发现口服胸腺肽 83mg/kg,能明显提








胶囊治疗慢性乙肝 25 例的结果 发现治疗组有效率为 52% 明显


















取 价格昂贵 为获得价廉 质优 疗效好的胸腺素 á1 制剂 国
内外开始有人用基因工程方法生产 Tá1 1980 年 Wetzel 等人通过
重组 DNA 克隆技术 把人工合成的 Tá1DNA 片段送入 E.coli细胞
成功地获得了表达 表达产物具有与天然 Tá1 相同的生物活性
1989 年我国学者在 PWR590 株中表达了 Tá1基因 并用 SPA-ELISA
改良法检测了表达产物[46][47] 但这些报道均未实现高效表达 且
表达产物需经进一步纯化才能利用 成本高 未见实际应用的报
道 因此 本实验希望通过质粒上的同源片段将 Tá1整合于蓝藻染
色体上 得到表达胸腺素 á1的转基因藻株 若能选育出可口服的
培养简单 营养价值高 含胸腺素 á1 的蓝藻 必将具有很大的经











中泛素位于目的蛋白质的 N 端成为前导序列 其中尾部肽






的产量 证实与泛素基因融合后 基因表达可增加 4至几百倍 若
用酵母中内切蛋白酶 Ub―Xase 作用 Gsa 融合蛋白 产生具有与天
然 Gsa 相同的特异性和生物活性的 Gsa[50] Koken 等(1993)将 T7 RNA 
聚合酶系统与泛素融合系统联合 在 E.coli 中超量表达了人 DNA















泛素抗体柱纯化蛋白质的标记 并且由于 N 末端融合的泛素是泛
素特异性蛋白酶的天然底物 因此用纯化的酶或含这种酶的细胞
抽提物处理融合蛋白 很容易精确的将泛素和目的蛋白质之间的
连接处切断 便放出目的蛋白质  
本实验的目的在于将 Tá1 基因转化聚球藻 Synechococcus 
sp.PCC7942 并将其定位整合在 Synechococcus sp.PCC7942 染色
体中的同源片段上 诱导表达胸腺素 á1 提高转 Tá1基因的实际应
用价值 同时 应用电泳 流式细胞仪 吸收光谱等检测基因整
合对受体藻蛋白质组成和含量的影响 为此 构建了供体质粒 pUTK
由本实验室构建 供体质粒组装有 Calothrix sp. PCC7601 的
藻蓝蛋白 cpc2 基因两端的同源片段(L 和 R) cpc2 启动子
(promoter) cpc2 启动子为红光诱导的可控强启动子 为泛素融
































一 pU T K 转化蓝藻 
取重组质粒pUTK 见材料中图1 2 3ug加入1毫升 Synechococcus sp. 
PCC7942野生藻浓缩液中 原液为10毫升处入对数期生长 孵育过夜 涂
抗卡那霉素平板 放入蓝藻培养箱中培养 获得抗卡那霉素固体板上的单藻
落 分别将转化藻和野生藻接入含卡那霉素的 BG-11 液体培养基中扩大培
养 从外观可见 Synechococcus sp. PCC7942野生藻(W)逐渐发黄 变白
沉淀到瓶底死去 而转化藻(T)则是黄绿色逐渐加深 表明提高了对卡那霉
素的抗性 pUTK 的部分序列可能已整合到 Synechococcus sp. PCC7942 染




1 转化藻对 K m 的抗性分析 
鉴于本实验所用重组质粒以Kmr基因作为筛选标记基因 所以必须了解
受体藻株Synechococcus sp.PCC7942 对 Km的基础抗性,同时测定转化藻的
卡那霉素抗性极其稳定性,结果见表1 
表 1  转化藻和野生藻的卡那霉素抗性检测 
   Fig1 Test of the wild algae and transformed algae to Kanamycin 
 培养基        
 
液体 BG-11 BG-11 平板 
km
ug/ml   
0  5  10  15  20  25  30  35 0  5  10  15  20  25  30  35   
转化藻生
长状况 
+  +  +   +   +   +   +  --     +  +  +   +   +   +    +  -- 
野生藻生 
长状况 
+  --  --  --   --   --   --   -- +  --  --  --   --   --    --  --  
       
       注:  + 表示能正常生长,  --  表示不能正常生长或死亡. 
从上表可看出, Synechococcus sp.PCC7942 在液体和固体 BG-11 培
养基中对Km的基础抗性均小于5ug/ml,获得的转化藻最大抗性可达30ug/ml,



















结果,在不含卡那霉素的 BG-11 液体培养基中生长 60 天的各克隆株均能抗
25ug/ml 的卡那霉素, 且生长良好. Synechococcus sp. PCC7942细胞增殖
速度为9小时/代,生长60天相当于160代.这表明,插入染色体的Km基因能
稳定的存在和表达. 
2 转化藻的 S o u t h e r n  杂交鉴定 
2 1 Km探针 R探针的制备 
用 HindIII和 SalI双酶切质粒pUTK 分别回收3.9kb和 1.2kb片段
3.9kb 为卡那酶素抗性基因 kmr 片段 1.2kb 为 R 同源片段 分别以kmr
片段和R片段为探针模板 用随机引物制备DIG标记的探针 经DIG标准标
记物比较检测 制备的DIG探针浓度约为10ng/ul,见图 2 
 
  1   2  3  4   5 
    Q1   Quantification Teststrip of kmr(Q) 
    C   Control Teststrip(C)                                                                           
     Q2   Quantification Teststrip of R(Q) 
      C   Control Teststrip(C ) 
                                                                         
 
图 2  DIG 标记的 Km 和 R 片段探针浓度  
Fig 2 Density of probe Km and R labeled by DIG 
C1-5 是不同浓度的标准 DIG 标记 DNA,其浓度依次 3pg/ul  
10pg/ul 30pg/ul 100pg/ul 300pg/ul 
Q1-5 是不同稀释度的 DIG 标记 DNA探针,起稀释度依次为 
3 102  1 103 3 103 1 104 3 104. 


















    分别提取野生型Synechococcus sp. PCC7942及其转化藻的染色体DNA




交,显色,结果见图2和图 3  
       
图 3  Km 片段为探针的 Southern 杂交 
Fig 2 Southern blot with Kmr probe 
1 野生型藻株   2 转化藻株   3 质粒 pUTK 阳性对照  
 
图 3 中显示的转基因藻有杂交带而野生藻则没有杂交带 证明转基因
藻的染色体上整合有表达载体的报告基因kmr基因  
                        1      2     3 
图 3  以 R 片段为探针的 Southern 杂交 
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